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Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung und 
ein Verfahren zur Untersuchung und Manipulation von 
mikroskopischen Objekten (1), mit einem Mikroskop (2), 
einer zur Beleuchtung des Objekts (1) dienenden Licht- 
quelle (3, 4), einem Beleuchtungsstrahlengang (5), einem 
zur Detektion des vom Objekt (1) zuruckkehrenden Lichts 
dienenden Detektor (6), einem Detektionsstrahlengang 

(7) einer zur Objektmanipulation dienenden Lichtquelle 

(8) 'und einem Manipulationslichtstrahlengang (9). Die er- 
findungsgemalie Vorrichtung bzw. das erfindungsgema- 
Be Verfahren soli eine dreidimensionale Untersuchung 
und Manipulation von Objekten (!) ermoglichen, deren 
Ausdehnung entlang der optischen Achse grofSer als der 
Tiefenscharfenbereich des venwendeten Mikroskopobjek* 
tivs ist wobei eine Objektmanipulation auch an alien Stel- 
len des dreidimensionalen Objekts (1) moglich sein soil. 
Daruber hinaus soli eine dreidimensionale Detektion des 
Objekts (1) moglich sein, bei der eine Diskriminierung der 
Objektlichtbeitrage erfolgt, die von Bereichen kommen, 
die jenseits desTiefenscharfenbereichs des Mikroskopob- 
jektivs liegen. Die erfindungsgemafSe Vorrichtung bzw. 
das erfindungsgemafSe Verfahren ist dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Mikroskop ein konfokales Rastermikro- 
skop ist. 
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Beschreibung 



[0001] Die vorUegende Erfindung betrifft eine Vorrich- 
tung und ein Verfahren zur Untersuchung und Manipulation 
von mikroskopischen Objekten, mit einem Mikroskop. einer 
zur Beleuchtung des Objekts dienenden LichtqueUe, einem 
Beleuchtungsstrahlengang, einem zur Detektion des vom 
Objekt zuruckkehrenden Lichts dienenden Detektor, einem 
Detektionsstrahlengang, einer zur ObjektmanipuLation die- 
nenden LichtqueUe und einem Manipulalionshchtstrahlen- 
gang. 

[0002] Vorrichtungen der gattungsbildenden Art sind in 
der Praxis seit geraumer Zeit bekannt. LedigUch beispielhaft 
wird auf "Micromanipulation by Light in Biology and Medi- 
cine" von Karl Otto Greulich, Birkhauser Verlag 1999 ver- 
wiesen. Dort wird beschriebcn, wie bei der mikroskopischen 
Untersuchung von Objekten mit Hilfe von fokussierten La- 
serstrahlen Krafte auf Partikel ausgeubt, Partikel zerkleinert, 
perforiert oder Ablationen vorgenommen werden konnen. 
Die Moglichkeiten der Objektmanipulation werden insbe- 
sondere in der ZeUbiologie eingesetzt, um beispielsweise 
das Innere ungeoffheter ZeUen ungehindert zu manipuhe- 
ren. Hierbei sind vor allem zwei unterschiedUche Manipula- 
tionsvorgange ublich. Einerseits werden Objekte oder Ob- 
jektbereiche mit fokussiertem InfraiotUcht beleuchtet, wo- 
durch einzelne Partikel der Objekte bzw. Objektbereiche in 
der Nahe des Manipulationsfokusses eingefangen und bei 
Veranderung der Position des Manipulationsfokusses in der 
Fokalebene mit dem Fokus mitbewegt werden (optische 
Pinzette), so dass diese beispielsweise mit einer Kraft beauf- 
schlagbar sind. Wird ein Objektbereich mit gepulstem, fo- 
kussiertem UV-Licht beaufschlagt, so kann biologisches 
Material aufgrund einer hohen Energiedichte des UV-Lichts 
mit hoher raumlicher Auflosung zerschnitten oder perfonert 
werden (Nannoskalpell). , 
[0003] Bei einer weiteren Untersuchungsmethode in der 
ZeUbiologie werden Objekte mit sogenannten "Caged-Com- 
pound"-Verbindungen prapariert. Diese Verbindungen cnt- 
halten Calcium oder Aminosauren, wie beispielsweise Glut- 
amat, und sind mit Komplexbildnem (Gelators) verbunden 
bzw. umgeben, Diese Verbindungen konnen durch Einstmh- 
lung von UV-Licht aufgebrochen werden, wodurch das Cal- 
cium Oder das freiwerdende Glutamat in der Lage ist, wei- 
tere Reaktionen in der ZeEe auszulosen (Photoaktivierung). 
Eine Photoaktivierung kann auch mit Hilfe von Zwei-Photo- 
nen-Prozessen erzielt werden. LedigUch beispieUiafl wird 
hierzu auf die US 5,034,613 und auf die DE 44 14 940 ver- 
wiesen, die die Anwendung der Zwei-Photonen-Absorbuon 
von Fluoreszenzfarbstoffen bei der Rastermikroskopie be- 

schreiben. . r u 

[0004] Mit Hilfe von optischen Pinzetten ist es mogucn, 
Bindungskrafte zwischen Zellelementen, beispielsweise 
zwischen MikrotubuU und anderen Zytosklettelementen, zu 
bestimmen oder Kontahierungskraftc von Muskclfasem zu 
messen. 

[0005] Derzeit wird das zur Manipulation des Objekts die- 
nende LaserUcht in den Strahlengang eines konventionellen 
Lichtmikroskops eingekoppeU. Die Manipulation des Ob- 
jekts erfolgt im AUgemeinen durch Bewegen der Probe mit 
dem Mikroskoptisch. Die Manipulation und die Untersu- 
chung bzw. Beobachtung des Objekts erfolgt dabei entweder 
im FluoreszenzUcht-Modus oder im DurchUcht-Modus ei- 
nes konventioneUen Mikroskops. 

[0006] Bei diesen Untersuchungen und Manipulationen 
von Objekten ist jedoch problematisch, dass aufgrund der 
Abbildungseigenschaften eines konventioneUen Mikro- 
skops nur der Objektbereich zweidimensional abgebildet 
wird, der sich in dem Tiefenscharfenbereich des Mikroskop- 



objektivs befindet. Die Objektbereiche jenseits dieses Tie- 
fenscharfenbereichs sind jedoch dem Bild storend uberla- 
g«t was eine exakte Objektmanipulation erschwert bzw. 
unmogUch macht, Dementsprechend werden solche Unter- 
5 suchungen und Manipulationen hauptsachlich an Objekten 
ausgefuhrt, die eine geringe Ausdehnung endang der opU- 
schen Achse aufweisen, so dass diese Objekte komplett m 
dem Tiefenscharfenbereich des Mikroskopobjektivs ge- 
bracht werden konnen. Somit kann dann das Objekt bei ei- 
10 nem Abbildungsvorgang voUstandig abgebildet werden und 
storende Uberlagerungen von Objektbereichen jenseits des 
Tiefenscharfenbereichs des Mikroskopobjektivs konnen auf 
diese Weise vermieden werden. 

[0007] Sollen nun Untersuchungen und ManipulaUonen 
15 an Objekten durchgefuhrt werden, die eine - vergUchen zum 
Tiefenscharfenbereich des Mikroskopobjektivs - groBe 
Ausdehnung endang der optischen Achse haben, treten zum 
einen die bereits beschriebenen Abbildungsprobleme auf, 
zum anderen ist es nicht ohnc weitere mogUch, Objektmani- 
20 pulationen in verschiedenen Ebenen paraUel zur Fokalebene 
des Mikroskopobjektivs durchzufuhren. Der Grund hierfiir 
ist, dass eine gleichzeitige Manipulation an mehreren Ob- 
jektsteUen mit unterschiedUcher Position enUang der opU- 
schen Achse die Foki des zu manipuUerenden Lichts ent- 
25 sprechend unterschiedUch einzusteUen waren, was derzeit 
bei herkommUchen Geraten zur Objektmanipulation nicht 
vorgesehen ist. Eine entsprechende Ansteuerung einer sol- 
chen Manipulationsvorrichtung durch einen Benutzer wurde 
weiterhin voraussetzen, dass zur EinsteUung der zu manipu- 
30 Uerenden Objektbereiche das dreidimensionale Objekt mit 
einer hinreichenden Auflosung entlang der optischen Achse 
abgebildet werden kann, was bei einem konvenUoneUen Mi- 
kroskop jedoch jenseits einer Genauigkeit von einem Mi- 
krometer so gut wie nicht mogUch ist. 
35 [0008] Der Einsatz eines Lasers fur ein NannoskalpeU 
schneidet in nachteiUger Weise zyUnderformige Ausschnitte 
in das dreidimensionale Objekt, so dass diese Art der Mani- 
pulation fur viele Anwendungen ungeeignet ist. 
[0009] Aus der DE 199 24 709 ist eine Vorrichtung be- 
40 kannt, mit der Bauteile schneU, mit hoher Auflosung und 
prazise positioniert werden konnen, Insbesondere kann mit 
dieser Vorrichtung ein Objektivrevolver eines Mikroskops 
entlang der optischen Achse positioniert werden konnen 
(Objektivrevolverscannanordnung). 
45 [0010] Aus der DE 196 53 413 bzw. der EP 0753 779 
sind Vorrichtungen bekannt, die koUimiertes LaserUcht in 
20 bis 50 Beleuchtungsfoki in die Zwischenbildebene bzw, 
Objektebene eines Mikroskops fokussieren konnen. Bei 
dem Licht handelt es sich um LaserUcht, das zur Zweiphoto- 
50 nen-Anregung von Huoreszenzobjekten geeignet ist. 

[0011] Aus den DE 196 54 210 C2 und DE 100 33 549.7 
sind fiir sich gesehen Vorrichtungen zum Ablenken eines 
Lichtstrahls im Wesentiichen in zwei senkrecht zueinander 
stehendcn Richtungen bekannt. , ^, ^ . ^ , 

55 [0012] Aus der DE 44 14 940 und US 5,034,613 sind kon- 
fokale Rastermikroskope bekannt, bei denen Ruoreszenz- 
objekte mit Zweiphotonen-Prozessen zur Fluoreszenz ange- 

regt werden. ^ . j- a p 

[0013] Der vorUegenden Erfindung Uegt daher die Aut- 
60 gabe zugrunde, auch dreidimensionale Objekte zu untersu- 
chen und zu manipuUeren, deren Ausdehnung entiang der 
optischen Achse groBer als der Tiefenscharfenbereich des 
verwendeten Mikroskopobjektivs ist, wobei eme Objektma- 
nipulation auch an alien Stellen des dreidimensionalen Ob- 
65 jekts mogUch sein soU. Daruber hinaus soU eine dreidimen- 
sionale Detektion des Objekts mogUch sein, bei der eine 
Diskriminierung der ObjekUichtbeitrage erfolgt, die von Be- 
reichen kommen, die jenseits des Tiefenscharfenbereichs 
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. ^ eroBerung, Immersionsmedium und/oder numerische Ap- 

des Mikroskopobjektivs liegen. » 

[0014] Die erfindungsgemaBe Vomchtung der gattun^- pe^ • Manipulationslichtstrahlengang und 

bildenden Art lost die voranstehende Aufgabe durch a„^tektions-/Beleuchtungsstrahlengang zumindest teil- 

Merkmale des Patentanspruchs 1. Danach .st etne solche ^^^^5°^'°^^ vorgeLhen, dass der Manipulations- 

Vorrichtung dadurch gekennzeichnet. dass das Mikroskop 5 ^•^^»^^^PP^"'„^^ ^Tr Detekdons-ZBeleuchtungsstrah- 

einkonfokalesRastermiktoskopist. lenpane mil einem StrahlteUer zusammenfuhrbar sind. Der 

[0015] Erfindungsgemafi ist zunachst erkannt worden, ^^dKnThierbei entweder als Farbstahlteiler oder 

Ls mit einetn "^onfok^^" ^^tenruk^sko^^^^^^^^ 'r^L^ sSonsstrahlteiler ausgcfuhrt scin. Auch eine 

jekt koimnenden und auBerhalb dcs/iefen^ctofen^^^^^^^^ s^ahizusammenfuhrung, bei der einer der im gemeinsamen 

des Mikroskopobjektivs stammenden L-ch beitrage auf- lo s^^n^piegel einer Strahlablenk- 

gr.nd des konfokalen Prinzips jvjrteam ""t"druckl bz^ SSnTz^Strahlzusammenflihrung dient, ist denkbar. 

ausgeblendet werden kSnnen. Weiterhin ist die Auflosung ^^^'^S^^ ^ Scanspiegel fur einen der beiden 

entLgderoptischen Achseeineskorjbka^^^^j^ SrS Jg^trlpa^en, J din anderen Strahlengang 

skopshoheralsdieeineskonvenUoneUenLichtnukrosKops, ^"ff;"'"^ Lipopi 

so dass einerseits eine dreiditnensionale Abbildung des zu IS er als ^P^^g^ vorteilhaften Ausfuhrungsform 

manipulierenden Objekts mogl.ch ,st und ^^ff^^-^^ ^S^J^^r^ dass die Fokusposition des Manipulations- 

grund der vorUegenden dreidimcns.onalen Mo,m^\xoa A^ Uch«1nST <^optischen Achse ve^derbar ist. Hier- 

Objekts - eine dreidimensionaie Objektman.pu^aUon brer- hchts enU^g ^ Objektmanipulation mog- 

durch erntoglicht wird. Die ^f-^f^^^-f^^^t^^^L 20 ilm L^S^sition des Manipulationslichts an 

mationtnithoher Auflosung enUangd^opUschen Achse , St 20 Positionen entlang der optischen Achse 

eine Grundvoraussetzung fur eine exakte dre«ona e ^ JJ^^^t^^^^^^ ^ Objektmanipulation 

Ansteuerung des ManipulaUonsbchtstrahls. Einc Objekui.a- ^"'S^ J= J^^J^j^ereich^ mogUch ist, die jenseits des mo- 

nipulation kann die Anwendung mindestens einer opuschen au^h m ^^^^ T.efenscharfenbeieichs des Mikro- 

Hnzette,dieDurchfuhrungeinerObjektve>^derungdu^^^^ S^iSueg^ tokonkretenkSnntedieVerandening 

mindestens ein NanoskalpeU, <fas ^"s''lelchen von Huores- 25 J°P°bJ^5U^^^^^^^^ ManipulationsUchts durch zwischen 

zenzfarbstoffen und/oder das Fre.setzen von Caged-Com- ™rund Objekl ve4hiebbar angeordnete Fokus- 

pund-Verbindungen umfassen. •„j „:„ ciermittel erfoleen. Eine Suahlaufteilung des Manipulati- 

[0016] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform smd nun- "Jj^'f^^^f^ denkbar, um namUch mehrere Ma- 

destens zwei Strahlablenkvorrichtungen vorgesehen >Us °°^^^„Xhtfoki in unterschiedUchen Ebenen entlang der 
Strahlablenkvorrichtung ^onnte be.spielswe^e ein Sp^^^^^ 30 "P~^;^^ ^ ^^^i^^eren. Hierbei konnte das M 

vorgesehen sein, der urn zwei Achsen f ^^bar gelag«t ist °P^^J^° ^^ . P.^, Tfeiislrahlen aufgeleilt werden, w.e 

und hierbei voreugsweise kardanisch aufgehangt ,st We ter- entlang der optischen Achse 

hin konnte eine Strahlablenkvorrichtung Sp-gelsystem, ^l^^-^J'^^t^Spul^^^^^ zu positionieren sind. 

bestehend aus zwei jeweils um eine Achse drehbar gelage - g^t ^" ~ J^^^^ Teilstrahl des ManipulationsUchts ein 

ten Spiegeln bestehen. In einer bevorzugten Ausfuhrung - 3S H-^--^;' ^^^^f Fokussie^nittel vorgesehen 

form wird eine Vorrichtung zum Ablenken e>nes LictU- ^^^^^e™ z g ^ Manipulationslicht- 
strahls im Wesendichen in zwei -kr^cht — Si^itg^^^^^^^^^^ Fokus'siermittel ist eine P«sitionie- 

denkbar. • , ^„<. ak tion eeht in einer bevorzugten Ausfuhrungsform mil emer 

[0017] In einer konkreten Ausfuhrungsform .St «ne M^ Sdlng der BeleuchtungsUchtfokusposiUon einher. 

lenkung des Beleuchtungslichtstrahls durch e^e St^rahlab- irvorgesehen, (kss die Veranderung der bei- 

lenkvomchtung vorgesehen. Der Man.pulaUonshcht^l 45 JJ^^^J^JJJ^^^^^^^^ erfolgt. Hierbei konnte die 

wird ebenfaUs von einer Strahlablenkvornchtung abge enkt. ^J^^^F^° gemeinsame Objektivrevol- 

Die Ablenkung des Beleuchtungshchtstrahls erfo gt unab- ™™^"| ^^^i ^ie beispielsweise aus der 

hangig von der Ablenkung des MampulaUonsbchtsUjls da "^"^^ 8i,,'i„ diesem Fall verlauft der De- 

im Allgemeinen der Beleuchtungshchtstrahl zur zwe,- bzw. f ^ ^.^Ji'^^^^^^ undderManipulations- 

dreidimensionalenDetektiondes Objekts dient und der Ma- 50 t^kuons^Beie S ^^^^as von der Objektivre- 

nipulationslichtstrahl zur Manipulauon des Objekts bzv. J J™^Xdnung bewegte optische Bauteil. das bei- 

eiLlnerObjektbereicheundclaherenea^der^^^^^^^^^ ^^e" Mi Jskopobjektivs ausgefUhrt 

als bei der des BeleuchtungsUchtstrahls erforderhch ist. spieisweise 

[0018] In«n«r.°f»»'?ft''°A"''fS;f""i^^^ 55 '[0022] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform dient der 

derManipulationshchtstrahlengangundderDetektions /Be ^"^^-ji_„siichtstrahl als optische Pinzette und/oder als 

leuchmngsstrahlengang weitgehend getrennt vonem^to. ^ampubuons^^^^ ^^.p^^^^.. 

Hierzu konnte beispielsweise der Detektions-/Be euch- ^annoskalpeU^^^^^ Zooi^-Optik im Manipulations- 

tungsstrahlengang durch ein Mil-oskopo^ekav v«^^^^^ SSSg^g voS«^hen. Sot^t kann beispielsweise 

und der ManipulationsUchtsUrahlengang konnte durch cine 5^™ten|^g ^ . i3jj^„3u,htstrahls mitHilfeder 
Optik verlaufen, die bezUgUch der Fokalebene des Mikro- 60 ^P°™^Xnen cLr veigroBert werden. was eine 

skopobjektivs dem Mikroskopobjektiv gegenuberstehend ^^^.t dSauf daszuLiipulierendeObjektzur 

angeordnet ist. Diese Optik konnte in einfachster Form als ^^""^faer^^^ vertodem kann. 

MLoskopkondensor ausgebildet sein d- Verw-^^^^^^^^^^^^ [£^^1 sSilablenkvorrichmng bzw. die Sh^lab- 

nes weiteren Mikroskopobjektivs^ als Optik ist ebenf^^^^ ""^orrichmngen sind in einer konkreten Ausfuhrungsform 

mogUch. Falls zwei gegenuberstehend angeordnete Mikro- 65 f ^^^^'T^'^r"! far die konventioneUe Auf- 

skoUektive eingesetzt werden. werden bevotzugt Mikro- ^ '^^^^^fj^'^^^,^^^^ einer zusatzlichen Schnitt- 

skopobjektive verwendet. die d>e gleichen oder zun^nde t ^J^e^uchtung u ^^^^^ 

veigleichbare technische Bckdaten aufweisen. wie z. B. Ver- steUe am MiKrossop an vv 
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genutztwerden,waseineeinfecheAufrustungbereitsinstal- ^Jgf " ^ternativen Vorgehensweise werden mil 

Uerter Mikroskopsysteme ermogbcht. i J ootischen Pinzette mindestens zwei mil dera Ob- 

[0024] ZuEinkoppebidesBeleuchiungs- und/oderMam- gj*^ "g^j^ereich zusammenhangende Manipulati- 

pulationsUchts ist mindeslens ein spektral selekUve Ele- 5 jeto Oder O^^^^ Objektmanipulation wild 

Lntvorgesehen.mdemspektralsekkUvenElememkann ManipulationssteUen und/oder des 

Lichi mindestens einer bestimmten WeUenlange etekuert ^eran^ jjie ObjektmanipulaUon konnte hierbei 

und in den jeweiUgen Strahlengang «"8fkoPPf^-^^^^ 2Sct In Sulationsuihts^dil'^^^^^ werden Der 

„nd/oderdieLichUeistungdese.nzukoppe^^^^^^ lo SSionslicLu^lkSnntebeispielswdsed^ 

andert werden. Das spektral selekt ye Element konnte em ^^^^P piuoreszenzfaibstoffen oder das Freisetzten von 

AOTT (Acousto-Opacal-TXanable-Filter) AOBS ( A^usto- ^Te^^l^omS induzieren. 

Optical-Beam-SpUtter), AOD (Acoustc^Opt.cal-Deflector) Ug^ sefspielsweise kann durch diese Vorgehensweise 

und/oder BOM (Electro-Optical-Modu^tor) umfassen u^^^^^ KntSdonstaft einer Muskelfaser indirekt gemessen 

von einem Steuerrechner, vorzugsweise in Abhangigkeit der ^« Kontr^lwnsKr Caged-Compound- 

Beleuchtungs- und/oder Manipulationss.rahlp(»mon^a^^^^^ 15 ^"^^.J^J^pariertundzurUntersuchungbzw.Ma- 

steuert werden. Hierdurch ist e,ne selekUve Emkopp lung ^^^^^ erfindungsgemaBe Mikroskopsystem ein- 

vonLichtmehrererWeUenlangenindenBe^uchtung^un^ "Sfz^ SktdetekL^^ wird die Muskelfaser konti- 

oder Manipulationslichtstrahlengang moghch wobe d^e ^^^^BeleuchtungsUcht einer Wellenlange von 

eingekoppelte LichUeistung auch m Abhangigkeit der ent- "J^^ Ledi ^ im Bereich der Muskelfaser 

sprichenden Strahlposition gesteuert werden kann. tasbe- 20 ^ UV-Licht (z.B. 

sondere kann hierdurch ein schneUes Em- ""d Ausschalten J^" ^ wodurch das Oged-Compuond-Re- 

des Manipulationsstrahls rcal.s.ert werden, was be. der 365 ^ "8 . ' ^-^^ ^odtm:h die Muskelfaser 

gleichzeitigen Manipulation mehrerer ManipulationssteUen ^^^^J^"™ ^.^^Muskelfaserenden wurde ebenfalls pm- 

L einem ManipulationsUchtstrahl ,m AUgemeinen erfor- ^o^ujiert An^n Aktien oder 

deriich ist. Hierzu muss ManiPulationsU^^^^^^^ ^5 Pf ^ - A^'^n ^ g Pf» 

einzelnen ManipulationssteUen abgelenkt werde" "n^^^^^ ^Xch die Kontxaktion der Muskelfaser wirdeine Aus- 
rend des Ablenkvorgangs muss der ManipulaUonsbchtstxahl 6f ^ . ^ ^ o^ins yon der Ausgangsposi- 
aus demManipulationslichtstrahlengang ausgeblendet wer- l^kung^des ^^--^^^^^^^^.^^g p^^p^^i^^^l zur Kon- 

t^^S, I„verfahrensm^igermnsichtwirddie .n^gs 30 ^^^f^^Z^t^^l^^^ 

^ZS^SS^ZS^ rZkloUao^nUauf^e—skraage. 

zeichnet/dassdasMikroskopauchalskonfokalesRastermi- j,, ^^rgesehen, dass d^ 

kroskop arbeitet. rf„i„, is lation zur Untersuchung der Informationsweiteigabe von 

[0026] In einer besonders bevorzugten Weise erfolgt die 35 ^ ~^^^Ji kann. Der Informations- 

Objetomanipulation simultan zur konfokalen Objektde^k- ^^^f^f^^K Su^vollzieht sich zum einen durch 

doiffierdurchkanninvorteilhafter Weise dje vorgenom^ SShe InTormationsubertragung und zum anderen 

mene Objektmanipulation mit Hilfe der konfokden Objekt- ™ ^ Neuro^ansmittern, wie z. B. Cal- 

detektion bei einer vergUehen zur konvenUonellen M kxo- toh ™g . ,3^,;,, Caged-Calcium-Vetbin- 

skopie erhohten Auflosung entlang der opuschen Achse un- 40 ^'" ^ ^iSt eingebracht werden, die zu einem votge- 

tersucht werden. Insbcsondere ist vorgesehen. dass ein Ob- f^'^^'^^^ ^u^cb Einstrahlung von UV-Licht oder 

jekt wahrend der Objektmanipulation dre.dm,e,|S.onal de- ^^^^^^^^^^^ werden kann. Hierdurch lost das 

iektiert wird. Insoweit ist hierbei eine unabh^gige AWen- l"™™^^^ 

kung bzw. Positionierung des Detektions-ZBeleuchtungs- f^™;^^" jer Manipulation verlauft. Der ge- 

strahlengangs und des ManipulationsUchtstrahlengangs er- 45 ^^^*h^«^;°^?tjntersuchung mit dem konfokalen 

forderlich. ^ , , At^ ny, Ra^termikroskop ununterbrochen detektiert werden, so dass 

[0027] In besonders vorteilhafter Weise erfolgt die Ob- ^'f?^^^^ an die mit einem Ruores- 

ektminipulation dreidimensional. I-besondere .st h,ej*ei Nachbarzelle nachweis- 

vorgesehcn, dass auch in den zur Foka^ebene des Mikro- f!"'^^^^='"^^XbelLint, dass die Reaktion der Nach- 

skoUektivs paraUelen Ebenen eine Objektmampva^on 50 "^E^^^Jj^^'^^^ 

an unterschiedUchen ManipulationssteUen durchgefthrt ^^^^^^^^''^'^^f^^^^^ 

Ss] Mitdemerandungsgem^enVerMrenistesngg. ^J^^^^^S^^^^^'S^- 

Uch, Bindungskrafte zwischen emzeliien Objekten oder Ob- ^^^^^^^^^^^^^ ,^ei benachbarten ZeUen aus- 

jektbereichen indirekt zu messen. Hie«" ^nnen mit mife 55 „ s^tzien eine schneUe Ob- 

deroptischenPinzettemindestenszweimitdemObj^^^^^^^ StdetektiofvoSs die beispielsweise durch eine Strahl- 

Objektbereich zusammenhSngende ManipulationssteUen Jf^'^ete^^^^^ , P 0^19654210 oder 
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sichtspunkt frei gewahlt wird. Die Wahl des Ansichtspunk- 
tes konnte mil Zeigegeraten, beispielsweise nut Maus oder 
Joystick, erfolgen. 

[0034] Zur Untersuchung des Objekts ist voigesehen, dass 
von dem Objekt und gegebenenfaUs zusatzlich von den Ma- 5 
nipulationsstellen Ruoreszenz- und/oderReflexionslichtde- 
tektieit wird. Die Fluoreszenzanregung konnte hierbei auch 
mil Methoden der Mehrphotonenanregung erfolgen, wie sie 
beispieUweise in der DE 44 14 940 bzw. US 5,034,613 be- 
schrieben werden. 

[0035] In Abhangigkeit der jeweiligen Anwendung ist 
vorgesehen, dass die WeUenlange des Beleuchtungslicht- 
strahls gewahlt werden kann. Insbesondere ist es hierdurch 
mogUch, jederzeit wahrend des Abtastens der Probe Licht 
mindestens einer weiteren WeUenlange hinzuzuschalten 15 
Hierzu ist eine Objektbeleuchtung durch mehrere Laser und/ 
Oder durch die Verwendung eines MehrUnienlasers vorgese- 
hen. L . • 1 

[0036] In einer weiteren Variante konnte beispielsweise 
ein "Mini-Labor" im erfindungsgemafien Mikroskopsystem 20 
reaUsiert werden. Dieses Mini-Labor konnte verschiedene 
Bereichc in der Objektaufnahmevorrichtung aufweisen, in 
denen ein Objekt verschiedenen Verarbeitungsschritten un- 
terzogen wird. Diese unterschiedUchen Bereiche kbnnten 
unterschiedliche Umgebungs- bzw. Einbettungsmedien auf- 25 
weisen, so dass fiir den jeweiUgen Bearbeitungsschntt ge- 
eignete Randbedingungen vorliegen. Ein Objekt konnte mit 
Hilfe der optischen Pinzette von einem Bereich zu einem an- 
deren Bereich transportiert werden, wo beispielsweise bei 
fortlaufender Objektdetektion Teile einer Zelle oder der 30 
voUstandige Zellkern aus der ZeUe herausgeschmtten wird 
und sodann mit einer weiteren optischen Rnzetlfi zu einem 
anderen Bereich transportiert wird, wo eine WeitervCTarbei- 
tung des herausgeschnittenen Zellkems erfolgt. 
[0037] Zur ausfuhrlichen und umfassenden Objektunter- 35 
suchung ist vorgesehen, dass ein Objekt simultan mit min- 
destens zwei Lichtsirahlen abgetastet wird, die von jeweils 
unterschiedUchen Strahlablenkvorrichtungen abgelenkt 
werden. Hierbei ist vorgesehen, dass die Strahlablenkvor- 
richtungen synchron zueinander arbeiten. Beispielsweise 40 
k5nnte ein Lichtstrahl zu Einphotonenanregung, ein zweiter 
Lichtstrahl zur Mehrphotonenanregung des Fluoreszenzob- 
iekts dienen. 

[0038] Im Hinblick auf eine schnelle Bildaufnahme des 
Objekts wird dieses mit mehreren Beleuchtungsfoki oder 45 
mit einem linienformigen Beleuchtungsmuster abgetastet 
und entsprechend detektiert, Zur Objektabtastung mehrerer 
Beleuchtungsfoki konnte beispielsweise eine aus den 
DE 196 53 413 oder EP 0 753 779 bekannten Anordnungen 
verwendet werden, die in Verbindung mit Zweiphotonen- 50 
Fluoreszenzanregung arbeiten. Ein Unienformiges Beleuch- 
tungsmuster konnte beispielsweise durch Einbringen ernes 
Beleuchtungsspalts und unter Verwendung von ZylinderUn- 

senerzeugt werden. , ^ « 

[0039] In einer besondersbevorzugtenWeise wird minae- 
stens ein zwei- oder dreidimensionaler Teilbereich eines 
Objekts festgelegt, der mit erhohter Photonenstatisdk, mit 
verminderter Abtastgeschwindigkeit und/oder mit hoherer 
Ortsauflosung detektiert wird. Bei diesem Teilbereich han- 
delt es sich vorzugsweise um den zu untersuchenden Teilbe- 60 
reich des Objekts, der fur die jeweilige Anwendung relevant 
ist. Der ubrige Bereich konnte mit einer verminderten Pho- 
tonenstadstik, mit erhohter oder maximaler Abtastge- 
schwindigkeit und/oder mit venninderter Ortsauflosung de- 
tektiert werden. Somit kann die gesamte Untersuchung des 65 
Objekts auf die wesentlichen Bereiche konzentriert werden, 
wodurch eine maximale Informationsausbeute dieser Berei- 
che des Objekts detektierbar sind. Alternativ hierzu konnte 



auch vorgesehen sein, dass der ubrige Bereich uberhaupt 
nicht detektiert wird und dass der BeleuchUingsstrahl derart 
abgelenkt wird, dass er von einem Teilbereich einen anderen 
Teilbereich auf dem kurzesten Weg erreicht. Bei dieser Vor- 
gehensweise werden dann ledigUch die festgelegten Tbilbe- 
reiche ausgehend detektiert. 

[0040] Es gibt nun verschiedene MogUchkeiten, die l^hre 
der vorliegenden Erfindung in vorteilhafter Weise auszuge- 
stalten und weiterzubildcn. Dazu ist einerseils auf die den 
Patentanspriichen 1 und 22 nachgeordneten Patentanspru- 
che und andererseits auf die nachfolgende Erlauterung der 
bevorzugten Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung anhand 
der Zeichnung zu verweisen. hi Verbindung mit der Erlaute- 
rung der bevorzugten Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung 
anhand der Zeichnung werden auch im AUgemeinen bevor- 
zugte Ausgestaltungen und Weiterbildungen der Lehre er- 
lautert. In der Zeichnung zeigen 

[0041] Fig. 1 eine schematische Darstellung ernes ertin- 
dungsgemaBen Ausfuhrungsbeispiels einer Vorrichtung zur 
Untersuchung und Manipulation von mikroskopischen Ob- 
iekten, 

[0042] Fig. 2 eine schematische DarsteUung eines weite- 
ren erfindungsgemafien Ausfuhrungsbeispiels einer Vornch- 
tung zur Untersuchung und Manipulation von mikroskopi- 
schen Objekten, . 
[0043] Fig. 3 eine schematische DarsteUung ernes dntten 
Ausfuhrungsbeispiels einer erfindungsgemafien Vorrichmng 
zur Untersuchung und Manipulation von mikroskopischen 

Objekten, . 
[0044] Fig. 4 eine schematische DarsteUung eines ertin- 
dungsgemaBen Verfahrensschritts zur Bestimmung von 
Kontraktionskraften einer Muskelzelle, 
[0045] Fig. 5 eine schematische DarsteUung einer Schnitt- 
ebene senkrecht zu der in Fig. 4 dargesteUten Ebene und 
[0046] Fig. 6 eine schematische DarsteUung ernes erfin- 
dungsgemafien Verfahrensschritts zur Untersuchung derln- 
formationsweiterleitung zvwschen drei ZeUen. 
[0047] Fig, 1 zeigt eine Vorrichtung zur Untersuchung 
und Manipulation von mikroskopischen Objekten 1 mit ei- 
nem ledigUch als Mikroskopobjektiv dargesteUten Mikro- 
skop 2 mit zwei zur Beleuchtung des Objekts 1 dienenden 
LichtqueUen 3, 4, einem Beleuchtungsstrahlengang 5, ei- 
nem zur Detektion des vom Objekt 1 zuruckkehrenden 
Lichts dienenden Detektor 6, einem Detektionsstrahlengang 
7, einer zur Objektmanipulation dienenden lichtqueUe 8 
und einem ManipulationsUchtstrahlengang 9. 
[0048] Das Licht der LichtqueUen 3, 4 wird mit einem 
Strahlteiler 10 koaxial zusammengefuhrt und m Richtung 
des dichroitischen Strahlteilers 11 reflektiert. Das von dem 
dichroitischen Strahlteiler 11 reflektierte Beleuchtungshcht 
der LichtqueUen 3, 4 wird von der Strahlablenkvomchtung 
12 in zwei im wesendichen senkrecht zueinanderstehenden 
Richtungen abgelenkt. Hierzu ist ein Scanspiegel 13 vorge- 
sehen, der kardanisch aufgehangt ist und um zwei senkrecht 
zueinander stehenden Achsen (nicht eingezeichnet) gedreht 

werden kann. . 
[0049] Das vom Scanspiegel 13 reflektierte Licht wird in 
das schematisch dargestellte Mikroskop 2 eingekoppelt, wo- 
bei das Mikroskopobjektiv 2 das Beleuchtungshcht im Ob- 
jektbereich fokussiert. 

[0050] ErfindungsgemaB handelt es sich bei dem Mikro- 
skop um ein konfokales Rastermikroskop, dass namUch em 
Beleuchtungspinhole 14 und ein dazu optisch konjugiertes 
konfokales Detektionspinhole 15 aufweist. 
[00.51] Bei den Ausfiihrungsbeispielen der Fig. 1 bis 3 
sind zwei Strahlablenkvorrichtungen 12, 16 vorgesehen. 
Hierbei lenkt die Strahlablenkvorrichtung 12 den Beleuch- 
tungsUchtstrahl 5 ab, die Strahlablenkvorrichtung 16 hinge- 
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gen den ManipulationsUchtstrahl 9. Die Ablenkung des Be- 
leuchtungsUchstrahls 5 erfolgt unabhangig von der Ablen- 
kung des ManipulationsUchtstxahls 9. Die Strahlablenkvor- 
richtung 12 wird uber Verbindung 17 von dem Steuerrech- 
ner 18 angesteuert. Die Strahlablenkvorrichtung 16 wird 
uber die Sleuerverbindung 19 von dem Steuerrechner 18 an- 

[^52]^ ^in Fig. 3 ist gezeigt, dass der ManipuiationsUcht- 
strahlengang 9 weitgehend getrennt von dem Detektions- 
strahlengang 7 und dem BeleuchtungssU^hlengang 5 ver- 
lauft Hierbei verlauft der BeleuchtungssUrahlengang 5 bzw. 
der Detektionsstrahlengang 7 durch das Mikroskopobjekuv 
2 und der ManipulationsUchtstrahlengang 9 verlauft durch 
ein zweites Mikroskopobjektiv 20, das bezuglich der Fokal- 
ebene des Mikroskopobjektivs 2 dem Mikroskopobjekuv 2 
eegenuberstehend angeordnet ist. 

[0053] In den Fig. 1 und 2 wird der Manipulauonsstrah- 
lengang 9 und der Detektions-ZBeleuchtungsstrahlengang 7, 
5 mit einem Strahlteiler 21 bzw. 13 zusammengefuhrt. Hier- 
bei ist der Strahlteiler 21 aus Fig. 2 als Farbstahlteiler ausge- 
fiihrt der Licht der Manipulationslichtquelle 8 zum Mikro- 
skopobjektiv 2 reflektiert und der fur das Beleuchtungs- und 
DetektionsUcht 5, 7 transparent ist. Der Scanspiegel 13 der 
Strahlablenkvorrichtung 12 aus Fig. 1 dient zur Strahlzu- 
sammenfuhrung des Beleuchtungs-ZDetektionshchts 5 7 
und dem ManipulationsUchtstrahlengang 9, Hierbei ist der 
Scanspiegel 13 fur das Licht der Manipulationshchtquelle 8 
transparent, das Beleuchtungs-ZDetektionsUcht 5, 7 wird an 
dem Scanspiegel 13 in das Mikroskopobjektiv 2 reflekuert 
[0054] Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren zur Unter- 
suchung und Manipulation von mikroskopischen Objekten 1 
erfolgt die Objektmanipulation simultan zur konfokalen Ob- 
lektdetektion. Wahrend der Objektmanipulation erfolgt eine 
dreidimensionale Objektdetektion. Fig. 4 zeigt einen Aus- 
schnitt eines detektierten dreidimensionalen Objektdaten- 
satzes in Form einer xy-Schnittebene 22. Fig. 5 zeigt einen 
Ausschnitt aus dem gleichen detektierten Datensatz in Form 
einer yz-Schnittebene 23. Die Objektmanipulation erfolgt 
hierbei dreidimensional, zum einen in der stnchpunktiert 
angedeuteten xz-Manipulationsebene 24 sowie in der eben- 
falls strichpunktiert angedeuteten xz-Manipulationsebene 
25. Die beiden Ebenen 24, 25 sind zur Fokalebene des Mi- 
kroskopobjektivs 2 parallel. 

[0055] Die Fig. 4 und 5 zeigen die Durchfuhrung ernes er- 
findungsgemaBen Verfahrens zur Bestimmung von Konlrak- 
tionskAften von einer MuskelzeUe 26. Hierbei werden mit 
Hilfe zweier optischer Pinzetten 27, 28 zwei niit der Mus- 
kelzelle 26 zusammenhangende Manipulationsstellen 2^, 30 
eingefangen. Die Manipulationsstellen 29, 30 sind jeweils 
mit der MuskelzeUe 26 uber eine Aktin- Verbindung 31 ver- 
bunden. Nach einer Objektmanipulation durch einen nicht 
eingezeichneten weiteren ManipulationsUchtstrahl wird das 
in der MuskelzeUe 26 praparierte Caged-Compuond-Re- 
lease-Calcium freigesetzt. wodurch sich die MuskelzeUe 26 
zusammenzieht, was mit den beiden Pfeilen in den Bildaus- 
schnitten 22, 23 angedeutet ist. Die MuskelzeUe 26 wird vor, 
wahrend und nach der Objektmanipulation standig detek- 
tiert so dass die Ortsanderung der ManipulaUonssteUen 2!!, 
30, die sich aufgrund der Kontraktion der MuskelzeUe 26 er- 
geben haben, detekdert werden kann und somit eine quanti- 
tative Auswertung des Kontraktionskrafte mogUch ist, 
[0056] Das detektierte Objekt 1, 26 wird samt ManipulaU- 
onssteUe 29, 30 auf dem Monitor 31 des Bedienerrechners 
32 des konfokalen Rastennikroskops dargestellt. Die Dar- 
steUung erfolgt hierbei zweidimensional, beispielsweise in 
Form der xy- und yz-Schnitlebenen 22, 23 der Fig. 4 und 5. 
In Fig, 4 ist schematisch das Abtastmuster 36 des Beleuch- 
tungsfokusses dargestellt, wobei zur einfacheren Darstel- 



lung das Abtastmuster in y-Richtung einen groBen Abtasl- 

abstand aufweist. i3-m„„p 
[00571 In Fig. 6 ist eine xy-Schnittebene 22 einer Bildaut- 
nahme von drei ZeUen 33, 34, 35 gezeigt. Bei diesen ZeUen 
5 wird die Informationsweiterleitung von ZeUe zu ZeUe unter- 
sucht. Hierbei werden die ZeUen 34 und 35 jeweils nut U V- 
Licht zur Objektmanipulation beaufschlagt, wodurch in die 
ZeUen prSparierte Caged-Calcium-Verbindungen aufgebro- 
chen werden und das freiwerdende Calcium eine Reakuon 
10 in der Zelle 34 bzw. 35 auslSst. Eine Reaktion der ZeUe 35 
zur ZeUe 33 kann ausbleiben; wenn innerhalb ernes be- 
stimmten Zeitfensters die Reizinformation der ZeUe 34 bei 
der ZeUe 33 eintrifft. Hierzu werden die beiden ZeUen 34, 
35 definiert zeitversetzt mit UV-Licht beaufschlagt. Dieses 
15 ZeitintervaU wird bei emeuten Versuchsdurchfuhrungen ste- 
tig verringert, bis die beiden ZeUen 34, 35 quasi gleichzeitig 
mil UV-Licht beaufschlagt werden. Ein ebenfalls in die Zel- 
len praparierter Huoreszenz-Calcium-Indikator ermoghcht 
die Detektion der Informationsweiterleitung. 
20 [0058] AbschlieBend sei ganz besonders darauf hmgewie- 
sen dass die voranstehend erSrterten Ausfuhrungsbeispiele 
ledigUch zur Beschreibung der beanspruchten Lehre dienen, 
diese jedoch nicht auf die Ausfuhrungsbeispiele einschran- 
ken. 

25 

BezugszeichenUste 



1 Objekt 

2 Mikroskop, Mikroskopobjektiv 
30 3 BeleuchtungsUchtqueUe 

4BeleuchtungsUchtqueUe 

5 Beleuchtungslicht, Beleuchtungsstrahlengang von (3), (4) 

6Detektor . 
7 Detektionsstrahlengang, DetekUonsUcht 
35 8ManipulationsUchtqueUe , . , v„,.„ui 

9 ManipulationsUchtstrahlengang, ManipulaUonshchtstrahl 

10 Strahlteiler 

11 dichroiuscher Strahlteiler 

12 Strahlablenkvorrichtung fiir (5), (7) 
40 13 Scanspiegel von (12) 

14 Anregungspinhole 

15 Detektionspinhole 

16 Strahlablenkvorrichtung fur (9) 

17 Steuerverbindung zwischen (12) und (18) 
45 18 Steuerrechner 

19 Steuerverbindung zwischen (16) und (18) 

20 Optik, Mikroskopobjektiv - , ,cw7^ 

21 Strahlteiler zum Zusammenfuhren von (9) mit (5), U) 

22 xy-Schnittebene 
50 23 yz-Schnittebene 

24 xz-Manipulationsebene 

25 xz-Manipulationsebene 

26 MuskelzeUe 

27 erste optische Pinzette 
55 28 zweite optische Pinzette 

29 eingefangene ManipulationssteUe von (27) 

30 eingefangene ManipulationssteUe von (28) 

31 Monitor von (32) 

32 Bedienerrechner 
60 33ZeUe 

34 ZeUe 

35 ZeUe 

36 Abtastmuster 
65 Patentanspriiche 

1 Vorrichtung zur Untersuchung und Manipulation 
von mikroskopischen Objekten (1), mit einem Mikro- 
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stop (2), einer zur Beleuchtung des Objekts (1) dienen- 
den Lichtquelle (3, 4), einem Beleuchtungsstrahlen- 
eang (5), einem zur Deiektion des vom Objekt (1) zu- 
ruckkehrenden Lichts dienenden Detektor (6), einem 
Detekuonsstrahlengang (7), einer zur Objektmanipula- 5 
tion dienenden Lichtquelle (8) und einem Manipulau- 
onsUchtstrahlengang (9), dadurch gckcnnzcichnct, 
dass das Mikroskop ein konfokales Rastermikroskop 
ist 

2 Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- lO 
zeichnet, dass inindestens zwei Strahlablenkvomch- 
tungen (12, 16) vorgesehen sind. 
3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass eine Strahlablenkvorrichtung (12) den 
BeleuchtungsUchtstrahl (5) ablenkt. 

4 Vorrichtung nach Anspruch 2 oder 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass eine Strahlablenkvorrichtung (16) 
den Manipuladonslichtstrahl (9) ablenkt. 

5 Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass die Ablenkung des Beleuchtungslicht- 20 
strahls (5) unabhangig von der Ablenkung des Manipu- 
lationslichtstrahls (9) erfolgt. , . a 

6 Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Manipulationslicht- 
strahlengang (9) und Detektions-ZBeleuchtungsstrah- 25 
lengang (7, 5) weitgehend getrennt voneinander ver- 

laufen. , , , . i 

7 Voirichlung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Detektions-ZBeleuchtungsstrahlen- 
gang (7, 5) durch ein Mikroskopobjektiv (2) verlauft 30 
und der ManipulationsUchtstrahlengang (9) durch eine 
Optik (20) veriauft, die bezugUch der Fokalebene des 
Mikroskopobjekdvs (2) dem MikroskopobjekUv (2) 
gegenuberstehend angeordnet ist. 

8 Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, da- 35 
durch gekennzeichnet, dass der ManipulationsUcht- 
strahlengang (9) und der Detekdons-ZBeleuchtungs- 
strahlengang (7, 5) mit einem Strahlteiler (21, 13) zu- 
sammenfuhrbar ist. 

9 Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 40 
zeichnet, dass der Strahlteiler (21) als Farbstahlteiler 
Oder als Polarisationsstrahlteiler ausgefuhrt ist. 

10 Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zur Strahlzusammenfuhrung ein Scan- 
spiegel (13) einer Strahlablenkvorrichtung (12) dient. 45 

11 Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Fokusposition des 
Manipuladonslichts (9) entlang der opdschen Achse 
veranderbar ist. , . , cn 

12 Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 50 
zeichnet, dass die Veranderung der Fokusposition 
durch zwischen Lichtquelle (8) und Objekt (1) ver- 
schiebbar angeordnete Fokussiermittel erfolgt. 

13 Vorrichtung nach Anspruch 11 oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Veranderung der ManipulaU- 55 
onslichlfokusposition mit einer Veranderung der Be- 
leuchtungslichtfokusposidon einhergeht. 

14 Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Veranderung der beiden Fokusposi- 
tionen simultan erfolgt. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Fokusveranderung durch eine ge- 
meinsame Objektivrevolverscananordnung erfolgt. 
16 Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dass der ManipulaUonslicht- 65 
strahl als opdsche Pinzette (27, 28) und/oder als Nan- 
noskalpell dient. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 



zeichnet, dass zur Veranderung der Form des Manipii- 
lauonslichtfokusses eine Zoom-Optik im ManipulaU- 
onsUchlstrahlengang (9) vorgesehen ist. 

18 Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis i /, 
dadurch gekemizeichnet, dass die Strahlablenkvomch- 
lung bzw. die Strahlablenkvorrichtungen (12, 16) an 
der Mikroskopschnittstelle fur die konvenUoneUe Auf- 
Uchtbeleuchtung und/oder an einer zusatzhchen 
SchnittsteUe am Mikroskop ankoppelbar smd. 

19 Vorrichtung nach einem der AnsprUche 1 bis 1», 
dadurch gekennzeichnet, dass zum Einkoppeln desBe- 
leuchtungs- und/oder ManipulationsUchts nundestens 
ein spektral selekuves Element dient. 

20 Wchtung nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass mit dem spektral selekdven Element 
Licht mindestens einer besdmmten Wellenlange selek- 
tierbar und einkoppelbar ist und/oder die Lichtleistung 
des einzukoppekiden Lichts variierbar ist. 

21, Vorrichtung nach Anspruch 19 oder 20, dadurch 
gekennzeichnet, dass das spektral selekuve Element 
ein AOTF (Acousto-Opdcal-Hinable-Filter), AOBb 
(Acousto-Optical-Beam-SpUtter), AOD (Acousto-Op- 
dcal-Deflector) und/oder EOM (EleOro-OpUcal-Mo- 
dulator) umfasst und von einem Steuerrechner vor- 
zugsweise in Abhangigkeit der Beleuchtungs- und/ 
Oder Manipulationsstrahlposidon ansteuerbar ist. 
22 Verfahren zur Untersuchung und MampulaUon 
von mikroskopischen Objekten (1), mit einem Mikro- 
skop (2), einer zur Beleuchtung des Objekts (1) dienen- 
den LichtqueUe (3, 4), einem Beleuchtungsstrahlen- 
gang (5), einem zur Detektion des vom Objekt (1) zu- 
riickkehrenden Lichts dienenden Detektor (6), einem 
Detektionsstrahlengang (7), einer zur Objektmanipula- 
tion dienenden Lichtquelle (8) und einem Manipulati- 
onsUchtstrahlengang (9), vorzugsweise unter Verwen- 
dung einer Vorrichtung nach einem der Anspruche i 
bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass das Mikroskop 
auch als konfokales Rastermikroskop arbeitet. 

23 Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Objektmanipulation simultan zur 
konfokalen Objektdetektion erfolgt. 

24 Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass ein Objekt wahrend der Manipula- 
tion dreidimensional detektiert wird. 

25 Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis Z4, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Objektmanipulation 
dreidimensional erfolgt, insbesondere auch in den zu 
der Fokalebene des Mikroskopobjekdvs (2) parallelen 

Ebenen(24,25). .. u oo w.. 9S 

26 Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 
dadurch gekennzeichnet, dass eine Bestimmung der 
Bindungskrafte zwischen einzelnen Objekten oder Ob- 

iektbereichen erfolgt. 

27 Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass mit Hilfe der opdschen Pinzette (27, 28) 
mindestens zwei mit dem Objekt (26) oder Objektbe- 
reich zusammenhangende ManipulaUonssteUen (29, 
30) eingefangen und im eingefangenen Zustand ausge- 
lenktwerden. , , , 

28 Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Objekt (26) oder die Objektbereiche 
und/oder die Auslenkung der ManipulaUonssteUen (29, 
30) detektiert wird, vorzugsweise durch konfokale Ob- 
iektdetekUon. , , ^ . i 

29 Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass mit Hilfe der opdschen Knzette (27 28) 
mindestens zwei mit dem Objekt (26) oder Objektbe- 
reich zusammenhangende ManipuladonssteUen (29, 
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30) eingefangen und dass bei einer Objektmanipulation 
eine Veranderung der Manipulationsstellen (29, 30) 
und/oder des Objekls (26) detektieit werden. 
30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Objektmanipulation durch den Mani- 5 
pulationslichtstrahl induziert wird. 

31 Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Manipulationshcht- 
strahl das Ausbleichen von Fluoreszenzfarbstoffen 
und/oder das Freisetzen von Caged-Compound-Ver- lO 
bindungen induzdert. 

32 Verfahren nach Anspruch 30 oder 31, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Objektmanipulation zur Unter- 
suchung derlnformationsweitergabe von ZeUe zu ZeUe 
(33,34,35)dient. 

33. Verfahren nach einem der Anspruche 2.1 Dis :)a 
dadurch gekennzeichnet, dass das detektierte Objekt 
(26) samt Manipulationsstellen (29, 30) vorzugsweise 
an einem Monitor (31) dargesteUt wird. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekenn- 20 
zeichnet, dass die DarsteUung zwei- und/oder dreidi- 
mensional erfolgt. 

35 Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass der perspektivische Ansichtspunkt der 
dreidimensionalen DarsteUung freigewahlt wird. 25 
36. Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet, dass von dem Objekt Euores- 
zenz- und/oder Reflexionslicht detektiert wird. 
37 Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass ein Objekt mit Methoden der Mehrpho- 30 
tonenanregung zur Fluoreszenz angeregt wird. ^ 

38. Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 37, 
dadurch gekennzeichnet, dass ein Objekt simultan mit 
mindestens zwei Lichtstrahlen abgetastet wird, die von 
jeweils unterschiedUchen Strahlablenkvorrichtungen 35 
abgelenkt werden. 

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Su-ahlablenkvorrichtungen synchron 

zueinander arbeiten. , ^ . 

40. Verfahren nach Anspruch 38 Oder 39, dadurch ge- 40 

kennzeichnet, dass ein Lichtstrahl zur Einphotonenan- 
regung und ein zweiter Lichtstrahl zur Mehrphotonen- 
anregung des Ruoreszenzobjekts dient. 

41. Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 40, 
dadurch gekennzeichnet, dass zur schnellen Bildauf- 45 
nahme das Objekt mit mehreren Beleuchtungsfoki oder 
mit einem Unienformigen Beleuchtungsmuster abgeta- 
stet wird. 

42. Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 41, 
dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein zwei- 50 
Oder dreidimensionaler Teilbereich des Objekts festge- 
legt wird, der mit erhohter Photonenstatistik, mit ver- 
minderter Abtastgeschwindigkeit und/oder mit hoherer 
Ortsauflosung detektiert wird. 

43. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, dass der ubrige Bereich mit verminderter 
Photonenstatistik, mit erhdhter oder maximaler Abtast- 
geschwindigkeit und/oder mit verminderter Ortsauflo- 
sung detektiert wird. 

44. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch gekenn- 60 
zeichnet, dass der ubrige Bereich uberhaupt nicht de- 
tektiert wird und dass der BeleuchtungssUrahl derart ab- 
gelenkt wird, dass er ausgehend von einem Teilbereich 
einen anderen Teilbereich auf dem kurzesten Weg er- 
reicht 
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